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Abstract：Pulpitis, dental pulpal inflammation, is mainly associated with the dental caries-related 
pathogen invaded into dentinal tubules. Many types of cytokines and inflammatory mediators 
are induced for the initiation and progression of pulpitis. Among these cytokines and mediators, 
interleukin (IL)-6, IL-8, monocyte-chemoattractant protein (MCP)-1, interferon-γ-inducible protein 
(IP)-10, prostaglandin (PG)E2, are produced by inflamed human dental pulp fibroblasts (HDPFs). 
Generally, the initial sensing of microbial pathogens is mediated by pattern recognition receptors 
(PRRs) for pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). PRRs, such as toll-like receptor (TLR) 
and nucleotide-binding oligomerization domein (NOD), are essential for the mammalian innate 
immune response. TLR2, TLR3, TLR4 and TLR5 expressions have been determined in HDPFs and 
thier specific agonists can induce TLR-mediated inflammatory signals. Moreover, NOD1 and NOD2 
expression are determined in dental pulp tissue and HDPFs. NOD2 is specifically responsible for 
cooperative effects with TLR2 agonists in HDPFs. Since dental pulpal inflammation is characterized 
as the immune response triggered by the invasion of caries-related bacteria into dentinal tubules, 
pathogen recognition by multiple PRRs engagement including TLR&NOD might constitute a key 
event for the onset of resulting exacerbated pulpal inflammatory response. Catechin, the polyphenolic 
compounds in green tea, reduces risks of oxidative stress, atheroslerosis, cancer and cardiovascular 
diseases therefore associated with many important health benefits. Especially, epicatechin-3-gallate 
(ECG) and epigallocatechin-3-gallate (EGCG) are representative types of green tea catechin and 
shows strong bioactivity. We demonstrated that ECG and EGCG can inhibit some inflammatory 
cytokines production in HDPFs stimulated with PAMPs such as Pam3CSK4 (TLR2 specific ligand), 
LPS (TLR4 specific ligand) and MDP (NOD2 specific ligand). Moreover, ECG and EGCG inhibit 
the phosphorylations of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and the activation of nucler factor 
(NF)-κB. Recently, it has been shown that the biological activities of EGCG are mediated through the 
binding to the cell-surface 67-kDa laminin receptor (67LR). However, there are no reports about the 
expression of 67LR on HDPFs. Anti-inflammatory effect of catechin is important for the development 
of new therapeutic strategies and treatments for dental pulpal inflammation.
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１．はじめに
　我々ヒトを含む哺乳類では，病原因子を特異的に
認識して病原体を排除する獲得免疫がよく発達して
いる。しかしながら，感染初期においては，広範な
病原因子を認識する自然免疫が働き，宿主抵抗性に
重要な役割を果たしている 1, 2）。自然免疫は，1996年
に Hoffmannが，ショウジョウバエの形態形成の制御
に関わる膜タンパク質 Tollが真菌に対する抵抗性に
関与する事を発見したことに始まり 3），哺乳類におい
ても Toll-Like Receptor（TLR）を介した同様の免疫機
構が存在することを発見した Beutler4）とともに，2011
年のノーベル生理学・医学賞を受賞したことは記憶に
新しい。TLRは細菌の構成成分（Pathogen Associated 
Molecular Patterns; PAMPs）を特異的に認識するレセプ
ター分子（Pattern Recognition Receptors; PRRs）であり，
その後の研究によって，現在までに哺乳類において12
の TLRが報告されている 5-7）。各 TLRはそれぞれ病原
体に特異的な構成成分を認識し，TLR2はペプチドグリ
カンやリポプロテイン，リポタイコ酸などを 8, 9），TLR4
は lipopolysaccaride（LPS）を認識する膜タンパク質で
ある 4, 10）。これらのシグナルは，Nucler Factor（NF）-κB
ファミリーを活性化し炎症性サイトカインなどの免疫
機構に関与する遺伝子群の発現を誘導する 11, 12）。また、
宿主の細胞質内で PAMPsを認識するレセプターとし
て，Nucleotide-binding Oligomerization Domein（NOD）1，
NOD2が知られている。NODは TLRと同様に PAMPs
認識部位として Leucine-Rich Repeats（LRR）を持ち，
NOD1は γ-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid（iE-DAP）
を，NOD2 は N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine, 
muramyldipeptide（MDP）といった細菌の細胞壁構成成
分を認識する。また，NODシグナルも同様に NF-κBの
活性化を誘導する 13-16）。
　近年の超高齢化社会において，口腔機能の改善を通じ
て Quality of Life（QOL）を高めようとする取り組みが
行われている。特に歯の喪失は QOLを著しく低下させ
るものである。歯を喪失する主な疾患としてう蝕と歯周
病が挙げられるが，歯髄炎はう蝕に継発する感染症であ
り，早期に歯髄組織の不可逆性変化を引き起こし，歯髄
除去療法の適応となる 17）。しかしながら，歯髄を除去さ
れた歯は破折などの転機をたどることも少なくなく 18），
その予後は必ずしも良好ではない。そのため，近年，歯
髄保存の機運が高まっており，歯髄炎の病態の把握や歯
髄保護材の開発が注目されている 19）。
　歯髄炎において，種々の細菌や細胞がう蝕に伴う歯
髄の免疫反応に関与すると考えられている 20-23）。歯髄炎
が進行するに伴い，様々な炎症性メディエーターが産
生され，これまでに，培養歯髄細胞において種々の炎
症性刺激によって Interleukin（IL）-6，IL-8，Monocyte-
Chemoattractant Protein（MCP）-1，Interferon-γ-inducible 
Protein（IP）-10などの炎症性サイトカイン・ケモカイ
ン 24-27）や intercellular adhesion molecule（ICAM）-1 28）の産
生が増強されることが報告されている。また，炎症歯
髄組織において Prostaglandin（PG）E2や inducible Nitric 
Oxide Synthase（iNOS）といった炎症性メディエーター
の発現が報告されている 29-31）。これらの報告は，様々な
炎症性メディエーターが歯髄炎の進行に関与している
ことを示しており，その発症に自然免疫の関与が疑われ
る。
　そこで本稿では，歯髄炎における自然免疫反応の役割
とカテキンの抗炎症作用を応用した歯髄炎抑制効果につ
いて我々の基礎的研究を中心に解説する。
２．歯髄組織における自然免疫反応
　歯髄組織には，樹状細胞，マクロファージ，リンパ
球といった免疫細胞が存在し，う蝕病巣からの細菌感
染防御の一端を担っている 32-34）。また，免疫細胞のみな
らず，歯髄組織の主要な構成成分である歯髄線維芽細胞
も免疫応答に重要な役割を果たす 35, 36）。歯髄線維芽細胞
は，種々の細菌やサイトカイン刺激によって C-C motif 
chemokine Ligand（CCL）20や IP-10，IL-8といったサイ
トカイン，ケモカイン，や NO，PGE2などの炎症性メ
ディエーターを産生することが報告されている 26, 37, 38）。
さらに，ヒト歯髄線維芽細胞は TLR2，TLR3，TLR4，
TLR5を発現し，各々の特異的なリガンド刺激により炎
症性サイトカインを産生する 25, 39-41）。近年，免疫組織化
学染色においてヒト歯髄組織には NOD1，NOD2が発現
していることが報告されており，炎症歯髄組織におい
てはその発現が亢進している 42-45）。また，我々は培養ヒ
ト歯髄線維芽細胞が NOD1，NOD2を発現し，それぞれ
の特異的リガンドである iE-DAP，MDP刺激によって
IL-8，IL-6，MCP-1などの炎症性サイトカインが産生誘
導されることを報告している 25）。
　TLRシグナルと NODシグナルは相互に作用し合い，
その作用を増強させることが知られている 46, 47）。近年，
Tangらは，歯根膜線維芽細胞において LPSと iE-DAP
またはMDPの共刺激により IL-1β，IL-6，IL-8の産生が
相乗的に増加することを報告しており 48），我々も培養ヒ
ト歯髄線維芽細胞において，TLR2特異的リガンドであ
る Pam3CSK4と NOD2特異的リガンドであるMDPの同
時刺激により，炎症性サイトカインの産生が相乗的に
増加することを明らかにした。我々の研究では，LPSと
MDPとの相乗作用は認めず，相加的効果に留まったが，
これは歯髄線維芽細胞が TLR4よりも TLR2をより優位
に発現していたためであると考えられる。Mutohらは，
マウスの歯髄炎モデルにおいて細菌感染９時間後の歯髄
組織にて，TLR2 mRNA発現レベルが TLR4 mRNA発現
レベルより約30倍高く，また免疫化学組織染色におい
て TLR4は象牙芽細胞層や免疫細胞に比較的多く発現し
ていると報告している 33）。これらのことから，歯髄線維
芽細胞は主に TLR2を発現し，マクロファージや樹状細
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胞，象牙芽細胞などが TLR4を発現し LPSの認識を担っ
ていると考えられる。
　う蝕が進行し歯髄へと近接するにつれ，グラム陽性好
気性菌は減少し，グラム陰性嫌気性菌が増加することが
知られており 49），歯髄組織は，これら様々な細菌からの
刺激に対し，上述の様な TLR，NODなどの PRRsを発
現，機能させて細菌感染に抵抗していることが示唆され
る。
３．緑茶カテキンの生理活性
　緑茶は広く摂取されている飲料であり，その生理作用
として抗酸化作用，抗腫瘍作用，抗動脈硬化作用，抗菌
作用などが知られている 50-52）。これらの作用の活性成分
に関する研究において，カテキンが注目されている。カ
テキンはポリフェノール類の一種であり，緑茶より抽出
されるものとしては，epicatechin（EC），epigallocatechin
（EGC），epicatechin-3-gallate（ECG），epigallocatechin-3-
gallate（EGCG）が知られている。このうち，ECGと
EGCGには強い生理活性があることが報告されており，
盛んに研究が行われている 53, 54）。
　カテキンの抗菌作用については，歯科分野においても
よく研究されており，Streptococcus mutansに対しては，
増殖ならびにバイオフィルム形成の抑制や乳酸脱水素
酵素活性の抑制が認められる他 55），EGCG溶液にて洗口
後のプラーク内 pHの上昇が報告されている 56）。また，
義歯性口内炎や日和見感染の原因菌である，Candida 
albicansに対しても EGCGは抗菌作用を発揮する 57, 58）。
Porphyromonas gingivalisは歯周病原菌として知られてい
るが，EGCGはその病原因子の一つである gingipain活
性を抑制する 59）。このように，う蝕や歯周病に対するカ
テキンの応用については報告されているが，これまでカ
テキンの歯髄炎に与える影響については研究されていな
い。
４．歯髄炎に対するカテキンの抗炎症作用と
その応用の可能性
　前述の通り，カテキン，特に ECG，EGCGは様々な
生理活性作用を持ち，幅広く応用されている。Kimらは，
鼻腔由来線維芽細胞ならびに肺胞由来上皮細胞株である
A549細胞において，ECGと EGCGは IL-1β刺激による
IL-8産生を抑制することを報告している 60）。また近年，
EGCGはマウスの敗血症を抑制するとの報告や 61），LPS
による歯槽骨吸収を抑制するとの報告 62）もあり，その
抗炎症作用にも注目が集まっている。
　様々な細菌因子が TLR，NODなどの PRRsによって
認識されることにより歯髄炎が発症する。我々は，カ
テキンの抗炎症作用に着目し，歯髄炎発症を抑制する
ため，窩洞形成後の露髄面にカテキンを応用することを
想定した。カテキンを飲料として摂取した場合，その血
中濃度は摂取後1.5～2.5時間で最高に達し，その濃度は
１μM程度であるとされている 63）。しかしながら，歯髄
局所にカテキンを応用する場合，これより高い濃度での
利用も可能であると考えられる。そこで，我々は培養ヒ
ト歯髄線維芽細胞を用いて実験を行った 64）。その結果，
ECGや EGCG存在下でのヒト歯髄線維芽細胞の細胞増
殖能は50 μg/mlにて若干の減少が認められるものの，ほ
とんど影響を及ぼさないものと判断された。10または
50 μg/mlの ECGや EGCG処理は細菌因子刺激下でのヒ
ト歯髄線維芽細胞の炎症性サイトカイン産生を抑制する
が，一方で，不可逆性歯髄炎のマーカーと報告されてい
る PGE2
29, 30）に関しては，EGCG 50 μg/ml存在下で各種
PAMPs刺激において産生量の増加が認められた。EGCG
は PGE2産生を抑制するとの報告
65, 66）もある一方で，産
生経路の律速酵素である COX-2を増加させ，PGE2産生
を促進させるとの報告もあり 67），EGCGはその細胞種や
濃度によって異なる働きを持つ可能性があるとして議論
されているところである 68）。
　PAMPsに よ る TLR刺 激 はMitogen-Activated Protein 
Kinase（MAPK）や NF-κBを活性化する 69）。近年，
TLR2や TLR4特異的リガンド刺激によるMAPKの
リン酸化を 1 μM程度の低濃度の EGCGが抑制し，
抗炎症作用を発揮するとの報告が相次いでなされ
た 70, 71）。我々もヒト歯髄線維芽細胞において Pam3CSK4
刺激は p38 MAPK，c-jun NH2-terminal kinase（SAP/JNK），
Extracellular signal Regulated Kinase（ERK）1/2といった
MAPK familyをリン酸化し，50 μg/mlと高濃度の ECG
や EGCGがこれらのリン酸化を抑制すること，また同
様に Inhibitor κB（IkB）αのリン酸化や NF-κB p65のリン
酸化も抑制し，最終的に NF-κBの活性化も抑制するこ
とを報告している。
５．カテキンの生理作用のメカニズム
　Tachibanaらは EGCGと 67-kDaラミニンレセプター
（67LR）が結合する可能性があることを報告してい
る 72）。67LRは基底膜の重要な構成成分であるラミニン
に結合する細胞膜タンパクであり，腫瘍細胞の転移や
浸潤に関与することが知られている 73）。腫瘍細胞株で
ある B16や Caco-2は，1 μMの EGCGによってその細胞
増殖が顕著に抑制される。また，それら細胞株の67LR
の発現を RNAiにより抑制すると，EGCGの抗腫瘍効果
は認められなくなる 74, 75）。抗アレルギー作用においても
同様に67LRの発現を抑制することで，EGCGのヒスタ
ミン放出抑制作用や IgE受容体発現抑制作用を阻害す
る 76, 77）。また，抗炎症作用においても EGCGは67LRを
介してMAPKのリン酸化を阻害することが報告されて
いる 70, 71）。
　しかしながら，我々はヒト歯髄線維芽細胞において
67LRの発現を見いだせておらず，またヒト線維肉腫細
胞株（HT1080）において67LRの発現の報告はあるもの
の 78），正常線維芽細胞において67LRの発現は報告され
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ていない。さらに，我々の別の報告において，ヒト歯
髄線維芽細胞は低濃度（1 μg/ml）の ECGや EGCGでは
わずかな抗炎症作用しか認めなかった 79）。これらの結果
は，カテキンの生理作用は細胞種やその濃度によって作
用機序が異なる可能性を示唆している。近年，カテキン
やポリフェノール類が脂質二重膜に結合するとの報告が
なされており 80），ECGや EGCGの細胞膜表面への非特
異的な吸着が，PRRsの PAMPs認識を阻害する可能性
があり，今後の研究の発展が望まれる。
６．おわりに
　歯髄炎は，う蝕からの細菌刺激により歯髄細胞が自然
免疫応答を引き起こし，炎症反応が惹起されることで発
症し，病態の進行に伴い歯髄組織の不可逆性変化が早期
に引き起こされる。これは，各 PRRsが多種の PAMPs
を認識することで相乗作用を引き起こすことも一因と
考えられる。今回，歯髄炎発症抑制の可能性を探る目的
で緑茶カテキンに着目し，その主要成分である ECGや
EGCGにはヒト培養歯髄細胞に対し強い抗炎症作用があ
ることが明らかとなった。しかし，そのメカニズムにつ
いては不明な点も多く，今後の臨床応用に向けて in vivo
での歯髄炎抑制効果の解析と，in vitroでの作用機序の
詳細な解明が待たれるところである。
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